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論文の内容の要旨
　生体内の化学反応を触媒する酵素がタンパク質であるという概念は，およそ100年の問，常に定説として受け
入れられてきた。1980年の核酸酵素の発見は世界中の生化学者に大きな衝撃を与えている。本研究では，機能性
核酸について基礎及び応用から研究を行い，様々な知見を得た。機能性核酸は例えばリボザイムの認識部位が基
質配列に相補的に結合しさえすれば，どのような配列でも切断することができるように，ジーンセラピーおよび
ジーンディスカバリーに応用するための試薬として分子設計しやすい利点がある。反面，核酸は塩基が4種類し
かないため，その多様性および機能は制限される。4種類のヌクレオチドの組み合わせで構成される核酸と比べ，
タンパク質は20種類のアミノ酸の組み合わせで構成されるため，複雑で多様な構造をとることができる。しかし，
標的とする基質に特異的に結合する分子機能性タンパク質を検索するのは機能性核酸をPCR法を基礎にした
SELEXという手法で検索するのと比べて非常に難しい。そこで，多様なタンパク質のプールから目的の機能を持っ
た新しいタンパク質を簡単に選択し，その遺伝子型を同定する方法の開発が望まれている。
　選択されたタンパク質の表現型を同定するために，タンパク質とその配列をコードする遺伝子をリンクする方
法が一般的に使われる。これまでに提案されているおもな手法はファージディスプレイ法，プラスミドディスプ
レイ法などの加肋oのステップを用いるもので，1）タンパク質の大きさが制隈される，2）毒性タンパク質を
用いることができない，3）プールの大きさが制隈される，4）ホスト細胞の環境に影響されるなどの間題があっ
た。近年になり，完全にゴ舳伽oでタンパク質の選択を行う手法がいくつか提案された。ピューロマイシン法では
ピューロマイシンをある搬NAの3’末端に化学的に結合し，翻訳申にタンパク質とmRNAがピューロマイシンを
介して連結されるものである。この手法はピューロマイシンの化学結合やタンパク質との結合効率が悪く，プー
ルの多様性を減らしている。リボソームディスプレイ法は停止コドンを抜いたmRNAより翻訳を行い，3’末端で
停止したリボソームを介して，タンパク質にm酬Aをリンクする手法であり，化学的なステップのいらない手法
である。しかし，この複合体はそのままでは非常に不安定であるため，酢酸マグネシウムなどでリボソームを安
定化する必要性がある。そこで，本研究はリシンA鎖を選択の対象となるタンパク質のC末端に融合する手法を
提案した。リシンはヒマ由来の細胞毒性を持つタンパク質で，リボソームを不活性化することでタンパク質の合
成を停止させる。今回の手法では，選択対象となるタンパク質が翻訳された後，リシンが共に翻訳されてリボソー
ムを不活性化する。その結果，リボソームは㎜酬A上で停止し，タンパク質とその配列をコードしたmRNAの複
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合体が形成される。この複合体は極めて安定で簡単に操作できることが明らかとなった。このシステムを用いて，
ストレプトアビジンおよびグルタチオンSトランスフェラーゼをコードする㎜RNAが選択されることを確かめた。
これらの結果より，モデル系においてこのシステムが極めて効率よく機能することを示している。
審査の結果の要旨
　本研究は，種々の機能一性核酸の速度論および構造解析を行い，それをジーンセラピーおよびジーンディスカバ
リーに応用することを目的としている。機能性核酸は認識部位が基質配列に相補的結合すれば，どのような配列
でも切断できることが利点である。欠点としては，核酸の多様性が少ないことが挙げられる。この欠点を克服す
るため，本研究ではまず，多様な機能性タンパク質の選択方法の研究を行った。すなわち，ヒマ由来の細胞毒性
を持つタンパク質リシンA鎖を用いて，新規のタンパク質選択方法を構築した。この方法は，一連の選択ステッ
プに複雑な化学合成などは一切含まれておらず，簡単に操作できるという長所がある。このシステムを用いて，ス
トレプトアビジンおよびグルタチオンSトランスフェラーゼをコードするmRNAがそれぞれのタンパク質を結合
することのできる担体を用いて選択されることが確かめられた。リシン遺伝子をある遺伝子のORF下流に接続す
ることでリシンによりリボソームを停止させ，効率よく遺伝子型と表現型を調べることができた。また，これに
よって極めて高い効率で目的のm㎜Aを選択することができるようになった。ストレプトアビジンの場合，m酬A
の回収効率は5％であり，これは従来にない高い回収率である。このように，この手法を用いることによって，
様々な機能性タンパク質の開発を容易に行うことができると考えられる。世界で初めて開発した「プールポピュ
レーションを減らさずに機能一陸タンパク質を選択する手法」が実現可能であり，極めて独創性が高いといえる。将
来このシステムを用いて，機能が未知の遺伝子プールより新規の機能性タンノさク質を効率よく発見できると思わ
れる。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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